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論文内容要旨
 HIVが細胞内に侵入後,そのRNAゲノムが逆転写され合成後核内に移行してcDNAが染色
 体にインテグレーションするまでの過程には種々の細胞因子が関与すると考えられている。その
 中でもcDNAの核内移行メカニズムはほとんど明らかになっていない。そこで,ウイルス
 cDNAの核内移行に必須な細胞因子の検索を行った。
 aphidicolinで処理し,GI期で停止させた細胞へHIVベクターを感染させても,非常に多く
 のcDNAがインテグレーションされることが確認された。この結果はHIVは核膜が存在してい
 る状態でも効率よく核内へ移行し,インテグレーションすることがわかった。すなわち,細胞質
 と核内をつなぐ唯一の経路である核膜孔を通過していると考えられる。そこでこの核膜孔複合体
 の構成蛋白質の中でも代表的なNuplo7,Nup214,p62,Nup98,Nup153の発現をsiRNA法
 で抑制し,ウイルスの感染に影響を及ぼすか否かを検討したところ,Nup98の発現抑制細胞に
 おいては最も強力なHIV感染抑制が見られた。そこで,HIV-lcDNAの核内移行効率を当研究
 室が開発したPCR法により測定したところ,Nup98抑制細胞におけるH工Vのインテグレーショ
 ン効率はコントロールに比べ有意な低下が確認された。また,Nup98の機能を特異的に阻害す
 るVSV-M蛋白質が導入された細胞内においても同様にインテグレーション効率は有意に低下
 した。以上の結果から,Nup98,もしくはそれに関連する細胞因子がHIV-1cDNAの細胞質か
 ら核への輸送過程において重要な役割を果たしていることが判った。この結果は新たにHIV感
 染に関与する細胞因子を見出したといえる。
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 審査結果の要旨
 HIVの個体への伝播過程においてターゲットとなりうるのは静止期の細胞であると考えられ
 ている。この知見からも,HIV遺伝子の核内移行はHIV感染初期において重要な過程である。
 そのため新しい抗ウイルス剤のターゲットとなりうると考えられ,世界中で研究が進められてい
 る分野である。これまでの精力的な研究によりPre-illtegrationcomplex(PIC)構成蛋白質単
 体の核局在機構の情報は蓄積されてきたが,HIV遣伝子そのものの核内移行メカニズムは未だ
 不明であるというのが現状である。本論文はHIVcDNAの定量系を用いることにより,HIV
 遺伝子そのものの核内移行に関わる細胞側因子としてNucleoporin98を見出している。本論文
 においては,核膜孔複合体構成蛋白質に対するsiRNA発現レンチウイルスベクターの構築に成
 功し,このsiRNA発現ウイルスベクターを用いてHlv感染を阻害するNup98をスクリーニン
 グした。そして,このH工V感染阻害が核内移行阻害の結果であることを,HIVcDNAの定量系
 を用いることで示している。Nup98発現抑制細胞において,染色体に組み込まれたhltegrated
 form,及び核内存在する2LTRformの減少を確認している。このような結果は,Nup98の機
 能を特異的に阻害するVSV-M発現誘導においても確認されたが,転写阻害剤,逆転写阻害剤,
 及びLMB処理によるCRMl依存性の核外移行経路阻害処理で誘導されるDNA局在とは基本
 的に異なることからも,核内移行過程の阻害を強く示唆する結果であると言える。本論文は,
 H工V構成蛋白質とNup98の直接的な反応が示されていないが,HIV遺伝子,そのものの核内
 移行過程に関与する細胞側因子を世界で初めて提示したものであり,博士の学位に値するもので
 ある。本論文で示されたNup98を足がかりとしたHIV遺伝子の核内移行経路の解析が,抗
 HIV剤の研究開発に貢献することは確かである。論文申請者は,高い技術レベルを有している
 ことは疑いないが,この現象をどのような知見から解析していくかを,さまざまな研究者とのディ
 スカッションを通じて具体的に立案し,実行していくことにより,蝦名博貴君が研究者として大
 成することが期待される。
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